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> Resumen — Se analizaron muestras de calostro y leche de tapir mediante electrofore- 
sis SDS-PAGE determinándose las concentraciones de las principales proteínas del lactosuero 
entre siete días anteriores y 36 días posteriores al nacimiento. Los resultados mostraron 
que las inmunoglobulinas, la seroalbúmina, la lactoferrina, la B-lactoglobulina y la a.-lactalbúmi- 
na constituyen entre el 50% (leche madura) y el 60% (calostro) del total de las proteínas 
del lactosuero, el cual contiene más de 25 bandas electroforéticas. Se observaron varia- 
ciones en la expresión de las distintas proteínas a través del período analizado. 
Palabras clave: Lactosuero, calostro, leche madura, proteínas, tapir. 


> Abstract — “Lactoserum proteins in the perinatal period and mature milk of tapir (Ta- 
pirus terrestris)”. Colostrum and milk samples of tapir were analyzed using SDS-PAGE elec- 
trophoresis. Concentration of the main proteins of lactoserum from seven days before and 
36 days after birth were determined. Results showed that immunoglobulins, serumalbumin, 
lactoferrin, B-lactoglobulin and a-lactalbumin comprise 50% (mature milk) and 60% (colos- 
trum) of the total lactoserum proteins. Lactoserum contains more than 25 electrophoretic 
bands. Variation in expression of different proteins during the period of study was detected. 


Keywords: Lactoserum, colostrum, mature milk, proteins, tapir. 


INTRODUCCION 


El tapir de tierras bajas, Tapirus terres- 
tris, también llamado tapir sudamericano, 
tapir amazónico, anta (quechua) o mborevi 
(guaraní), es el mamífero terrestre sudameri- 
cano viviente de mayor tamaño. Esta especie 
es considerada importante desde el punto de 
vista ecológico, pues mediante la dispersión 
de semillas contribuye a mantener y mejorar 
los diferentes ambientes en donde vive (Quse 
y González Ciccia, 2008), lo cual asimismo 
resulta beneficioso para otras especies con 
las que comparte esos ecosistemas. 

Los compuestos que se encuentran presen- 
tes en la leche de los mamíferos tienen al 
menos una triple función que incluye aspec- 
tos plástico-energéticos, de mensajeros quí- 
micos y de defensa contra infecciones (Fer- 
nández y Saad de Schoos, 1999). Las proteí- 
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nas, particularmente, presentan una gran 
variabilidad interespecífica que refleja in- 
fluencias de varios tipos: adaptativas y deri- 
vadas de su historia filogenética (Jenness, 
1982; Oftedal, 1984). 

El estudio de los componentes de la leche 
de tapir es del mayor interés puesto que 
constituye la base de la información necesa- 
ria para implementar gran parte de las medi- 
das tendientes a promover la conservación de 
esta especie, una de las más emblemáticas 
de Argentina y de la región Neotropical. 
Existe muy poca información sobre las 
lactoproteínas de tapir, y ninguna que trate 
sobre las proteínas individuales del lactosue- 
ro. En parte, esto se debe a la dificultad de 
lograr las muestras adecuadas, ya que en 
Argentina al menos, los tapires hembras que 
se encuentran ex-situ y que permiten un ma- 
nejo adecuado para la aplicación de un pro- 
tocolo de extracción de muestras de leche no 
son más de 5, y que las pariciones ocurren 
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cada 2 o 3 años. Es por ello que considera- 
mos un éxito haber logrado la obtención de 
las muestras con las cuales se realizó este 
trabajo. Dado que el tapir posee una baja 
tasa de natalidad, es imprescindible la su- 
pervivencia de cada cría para lo cual debe 
recibir los nutrientes necesarios así como 
también factores inmunológicos que la pro- 
tejan en su primera etapa de vida. 

A pesar que la leche provee todos los nu- 
trientes necesarios para el apropiado creci- 
miento y desarrollo de los neonatos, se ha 
prestado poca atención a la caracterización 
de los cambios que podrían acompañar la 
transición desde calostro a leche madura 
(Aimutis et al., 1982). El calostro es un tipo 
especial de leche producido por los mamífe- 
ros al final de la preñez y durante los prime- 
ros días después del nacimiento. Se caracte- 
riza por contener una gran cantidad y varie- 
dad de proteínas. La parte más heterogénea 
corresponde a las proteínas del lactosuero 
(PLS). Entre éstas son dominantes, en la 
mayor parte de las especies, las inmunoglo- 
bulinas (Igs), la seroalbúmina (SA), y la a- 
lactalbúmina (a-La). La presencia y abun- 
dancia del resto de las proteínas depende de 
la especie. En lo que se refiere al tapir, éstas 
no habían sido identificadas y por lo tanto 
sus funciones no se conocen, sobre todo en lo 
concerniente a lactoproteínas calostrales 
acerca de las cuales no hemos encontrado 
información en la literatura. 

Este trabajo tiene como objetivo identifi- 
car las proteínas más importantes presentes 
en el período perinatal, determinar la mag- 
nitud cualitativa de las proteínas estructural- 
mente distintas existentes, y relacionado con 
ello la manera cómo cambian sus concen- 
traciones relativas y absolutas en el primer 
mes de lactancia. 


MATERIALES Y MÉTODOS 


Se utilizaron 2 ejemplares hembras de 
tapir pertenecientes al Bioparque Temaikén 
(Escobar, Buenos Aires, Argentina), de una 
de ellas (A) se obtuvieron muestras secuen- 
ciales desde 7 días antes del nacimiento de 
la cría, hasta 36 días posteriores al mismo 
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aplicando el protocolo de extracción y se- 
guimiento (Fernández y Quse, 2006, a dispo- 
sición de quien lo solicite al e-mail: 
maeuge75@hotmail.com), mientras que de 
la otra hembra (B) solo se obtuvo calostro. 
Del ejemplar perteneciente a la Reserva Ex- 
perimental Horco Molle de la Universidad 
Nacional de Tucumán (C), se obtuvieron solo 
3 muestras correspondientes a leche madu- 
ra. Todas las muestras fueron obtenidas me- 
diante ordeño manual y ninguna de las hem- 
bras presentaba signos de mastitis. El volu- 
men obtenido varió entre 2 y 10 ml. Cada 
una de estas muestras fue recolectada usan- 
do como conservante una o dos gotas de so- 
lución de bicromato de potasio 1 % y luego 
fueron refrigeradas para su traslado. En el 
laboratorio, las muestras fueron divididas 
en alícuotas pequeñas y conservadas a -20 
°C hasta el momento del estudio. 

Para la obtención del lactosuero se pro- 
cedió a la precipitación ácida de las caseí- 
nas mediante el agregado de buffer acetato 
y posterior centrifugación (Fernández y Her- 
nández de Sánchez, 2006). 

Se realizaron las determinaciones cuanti- 
tativas de los componentes mayores: las co- 
rrespondientes a las proteínas totales y pro- 
teínas del lactosuero fueron llevadas a cabo 
según Lowry et al. (1955) con seroalbúmina 
bovina como estándar mientras que los valo- 
res de las caseínas se obtuvieron por diferen- 
cia entre las primeras y las proteínas del lac- 
tosuero (PLS). Los glúcidos se determinaron 
según Winzler (1955), utilizando lactosa 
como estándar. En primer término, se deter- 
minaron las concentraciones de glúcidos to- 
tales y, en segundo término, previa precipita- 
ción de las glicoproteínas con ácido tricloro- 
acético, se determinaron las concentraciones 
de los glúcidos no unidos a proteínas. 

Los lípidos fueron estimados por cremato- 
crito (Hernández de Sánchez, 1999). Las 
electroforesis de proteínas en geles de polia- 
crilamida en presencia de dodecilsulfato de 
sodio (SDS-PAGE), tanto con agentes reduc- 
tores como en ausencia de éstos, fueron rea- 
lizadas según Harris y Angal (1989). Básica- 
mente ello se efectuó en geles de acrilamida 
al 12 % en placas de 0,7 x 70 x 70 mm a 
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una temperatura de 4 °C y 120 V de voltaje 
constante. Después de la migración, fueron 
teñidos con Coomasie Brilliant Blue R 250. 
Posteriormente se realizó tinción con nitrato 
de plata (Rabilloud et al., 1994) sobre estos 
mismos geles. Ello fue llevado a cabo por- 
que habíamos observado que la doble tin- 
ción proporciona resultados mucho más re- 
presentativos sobre la concentración de los 
distintos tipos de proteínas lácteas respecto a 
la sola tinción con Coomasie Brillant Blue 
(Pérez y Fernández, inédito). Los geles se 
escanearon y/o fotografiaron. Se realizó la 
digitalización de imágenes y a partir de las 
mismas mediante análisis densitométrico 
(software QuantiScan Biosoft, USA), se de- 
terminó el porcentaje de proteína correspon- 
diente a cada banda electroforética. 

A los fines analíticos, se consideró preca- 
lostro a la secreción que se va acumulando 
en la glándula mamaria en los últimos días 
antes del parto, calostro a la secreción lác- 
tea obtenida inmediatamente después del 
nacimiento de la cría hasta los 3 ó 4 días 
posteriores, leche de transición a la produci- 
da entre el cuarto y quinceavo día posparto y 
finalmente se denominó leche madura a la 
secreción producida luego del quinceavo día 
de lactación, período en el cual aumenta 
considerablemente la cantidad de leche que 
se produce. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 


En la Tabla 1, se muestran las concentra- 
ciones de proteínas totales, proteínas del lac- 
tosuero, caseínas, glúcidos y lípidos de la 
secreción láctea entre 7 días anteriores y 36 
días posteriores al nacimiento de la cría co- 
rrespondientes al ensayo del protocolo de 
seguimiento. 

Con respecto a los lípidos, en el precalos- 
tro, los valores no fueron detectables por el 
método empleado. En el calostro, leche de 
transición y leche madura se obtuvieron va- 
lores medios de 13,45 g/dL, 3 g/ dL y 1,7 
g/dL respectivamente. Para los glúcidos se 
encontró una media de 1,6 g/dL en precalos- 
tro, 3 g/dL en calostro 4,1 g/dL, en leche de 
transición y 4,6 g/dL en leche madura en el 
primer mes de lactación (Tabla 1). Las deter- 
minaciones de glúcidos se llevaron a cabo 
después de precipitar las proteínas de las 
muestras con ácido tricloroacético de mane- 
ra que el componente glucídico medido era 
fundamentalmente lactosa. Debido a que la 
lactosa y los oligosacáridos son los carbohi- 
dratos metabolizables y de uso inmediato en 
la obtención de energía por el recién naci- 
do, los datos que se aportan en Tabla 1 son 
los que presentan mayor interés en este tra- 
bajo. Determinaciones de glúcidos llevadas a 
cabo en lactosuero antes de la precipitación 


Tabla 1. Componentes mayores de la secreción láctea en diferentes estadíos de lactación del 
ejemplar tapir A, Tapirus terrestris (ver Métodos para más detalles). (*) Días anteriores y 
posteriores al nacimiento de la cría. N.D.: no detectable por el método empleado. 


Proteínas 


Proteínas del 














Períodos de Caseínas Glúcidos Lípidos 
a Muestras* totales lactosuero 
lactación (g/dL) (g/dL) (g/dL) (g/dL) (g/dL) 
Precalostro Dia -7 37,3 22,6 14,7 0,7 N.D 
Dia -6 25,8 18,1 7,7 1,4 N.D 
Dia -4 24,6 11,1 1,9 N.D 
Dia -2 20,2 13,3 6,9 2,4 N.D 
Calostro Día O 20,1 12,4 7,7 2,5 21,0 
Día 3 13,3 6,75 6,6 3,5 6,0 
Leche de Día 10,9 4,15 6,8 3,8 4,2 
transición Día 11 8,4 4,35 4,1 4,3 1,8 
Leche madura Día 29 7,8 4,14 3,7 4,9 1,7 
Día 36 7,9 4,2 4,6 1,7 
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de proteínas con ácido tricloroacético, nos 
proporcionaron valores algo mayores, lo 
que pone en evidencia la importancia de las 
glicoproteinas en esta especie. En este senti- 
do, los resultados del contenido total de glú- 
cidos (lo que incluye a los unidos a las glico- 
proteínas) obtenidos previamente en cada 
uno de los días del seguimiento fueron, en 
g/dL: 4,4 (día -7); 3,6 (día -6); 4,8 (día -4); 
5,2 (día -2 ); 8 ( día 0); 6 (día 3); 7,6 (día 
7); 10,5 (día 11); 10,9 ( día 29) y 13 ( día 
36), respectivamente. 

Existe una mayor cantidad de proteínas 
del lactosuero (PLS) en el calostro con rela- 
ción a la leche madura, gran parte de esta 
diferencia es debida a la presencia de inmu- 
noglobulinas. A partir de la medición de las 
proteínas totales en cada día de muestreo y 
de la intensidad relativa de las distintas ban- 
das en los geles de las electroforesis, se hace 
evidente que casi todas las proteínas tienen 
mayor concentración en el período calostral 
(Figs. 1 y 2; Tabla 2). 

Los resultados correspondientes a los aná- 
lisis de las muestras de los otros dos anima- 
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Figura 2. Electroforesis de muestras de los 
dias 7°,11°, 29° y 36° llevada a cabo en 
condiciones tales que destacan las proteinas 
de masa molecular mayor a 30 kDa. Se ob- 
serva la disminución de la expresión de la 
lactoferrina y de la proteína de aproximada- 
mente 22 kDa en el día 29. (lgs: Inmunoglo- 
bulinas; lg G: Inmunoglobulina G; Lf: Lactofe- 
rrina; SA: Seroalbúmina; 22 kDa: Proteína 
de 22 kDa.; B- Lg: beta- Lactoglobulina; a- 
La: alfa- Lactalbúmina). 


Tabla 2. Porcentajes relativos de diferentes 
proteínas de lactosuero en calostro y leche 
madura de tapir, Tapirus terrestris. (= 200: 
Proteínas de peso molecular mayor a 200 
a.; lg G: Inmunoglobulina G; HMW: Proteí- 
nas de alto peso molecular; Lf: Lactoferrina; 
SA: Seroalbúmina; MMW: Proteínas de me- 
diano peso molecular; Cns: Bandas menores 
correspondientes a M, de Caseínas; LMW: 
Proteínas de bajo peso molecular; B- Lg: beta- 
Lactoglobulina; a- La: alfa- Lactalbúmina). 





Calostro Leche madura 
Banda (% del total) (% del total) 
>200 1,79 0,82 
IgG 18,55 8,15 
HMW 8,86 8,2 
Lf 3,63 9,12 
SA 21,71 13,48 
MMW 7,3 10,1 
Cns 14,42 20,59 
LMW 9,24 10,16 
B- Lg 8,44 14,03 
a- La 6,08 5,35) 
total 100 100 
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les (B y C) fueron similares a los obtenidos 
en el ejemplar A sobre el cual se aplicó el 
protocolo de seguimiento antes mencionado. 
En la muestra de calostro del ejemplar B, los 
valores obtenidos fueron: 19 g/ dL proteínas 
totales; 10,8 g/dL PLS; 8,2 g/ dL Caseinas; 
2,8 g/ dL Glucidos y 25 g/ dL Lipidos. Para 
la muestra de leche madura del ejemplar C, 
los valores fueron: 8,6 g/ dL proteinas tota- 
les; 3,9 g/ dL PLS; 4,7 g/ dL Caseínas; 6 g/ 
dL Glúcidos y 1,8 g/ dL Lípidos. 

Los resultados de las corridas electroforé- 
ticas de lactosuero en SDS-PAGE demostra- 
ron que el calostro de tapir presenta más de 
25 bandas proteicas con masas moleculares 
que van desde los 14 kDa hasta > 150 kDa. 
En Fig. 1, se observan las bandas de las 
principales proteínas en el período calostral 
y en leche madura. Por reconocimiento de 
las bandas del marcador de masa molecular 
y por comparación de los patrones de migra- 
ción de las proteínas con aquellos previa- 
mente publicados para leche de perisodácti- 
los, burra y yegua (UniProt, 2010), y otros 
mamíferos (Jensen et al., 1995; Herrouin et 
al., 2000; Malacarne et al., 2002; Miranda 
et al., 2004; Vincenzetti et al., 2008), fue 
posible individualizar varias de las proteí- 
nas. Algunas de estas bandas proteicas fue- 
ron identificadas; tal es el caso de las inmu- 
noglobulinas G (M, aprox. 150 kDa), lacto- 
ferrina (M, aprox. 76 kDa.), seroalbúmina 
(M, aprox. 67 kDa.), B-lactoglobulina (M, 
aprox. 18 kDa.) y a-lactalbtmina (M, aprox. 
14 kDa.). El conjunto de estas cinco proteí- 
nas, más las proteínas de masa molecular 
mayor a 200 kDa conforman el 51 % del to- 
tal de proteínas del lactosuero de leche ma- 
dura y el 60 % de las proteínas calostrales 
(Tabla 2). Es llamativo el hecho que la se- 
roalbúmina se expresa en cantidades mayo- 
res a lo que ocurre en otros perisodáctilos y 
en la mayoría de las especies de mamíferos 
estudiadas hasta el presente (Ribadeau-Du- 
mas, 1993; Uniacke-Lowe et al., 2010). Su 
concentración en el calostro es casi tan alta 
como la correspondiente a la IgG. Debemos 
mencionar que la seroalbúmina de la leche 
ha sido señalada como la proteína que me- 
jor contribuye a la provisión de aminoácidos 
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para las crías en la especie humana (Sune- 
hag y Haymond, 2003), lo cual puede apli- 
carse seguramente a numerosas otras espe- 
cies dado el hecho que esta proteína es 
siempre uno de los componentes mayores de 
la leche. Ello no obsta a que existan diferen- 
cias entre especies (Ronayne de Ferrer y Sam- 
bucetti, 1993; Ronayne de Ferrer et al., 
2000). 

En la Tabla 2, se muestran los porcentajes 
correspondientes a las bandas electroforéticas 
analizadas, en la cual se han indicado las 
seis proteínas antes mencionadas y se ha dis- 
tribuido al resto en cuatro grupos: uno de 
masa molecular alta (AMW); un segundo 
grupo de masas moleculares entre 65 y 35 
kDa (MMW); un tercero con bandas corres- 
pondientes a la zona de las caseínas («cns»); 
y un cuarto con bandas de entre 25 y 18 kDa 
(LMW). La identidad de las proteínas de estos 
grupos, ó por lo menos de gran parte de ellas 
está siendo estudiada y posiblemente, será 
confirmada en un futuro próximo. Las proteí- 
nas de masa molecular mayor a 200 kDa 
constituyen dos bandas, las cuales considera- 
mos que son las inmunoglobulinas M y A. 

Los resultados obtenidos evidencian que la 
mayor parte de las proteínas del lactosuero 
van disminuyendo su concentración a partir 
del momento del nacimiento en las muestras 
consecutivas del seguimiento llevado a cabo. 
Asimismo se observó que aparece una nueva 
proteína no detectada en el calostro con los 
procedimientos utilizados en este trabajo, es 
el caso de la proteína correspondiente a una 
masa molecular aproximada de 22 kDa. 

Hemos notado que algunas proteínas dis- 
minuyen su concentración y luego vuelven a 
incrementarse, tales son los casos de la lac- 
toferrina y de la ya mencionada banda de ~ 
22 kDa que muestran muy baja concentra- 
ción en el análisis correspondiente al día 29 
de lactación. Por otra parte, una proteína de 
~ 20 kDa que está presente en el precalostro 
prácticamente desaparece dos días antes de 
la parición, reaparece en el calostro (día O 
y 3) y vuelve a desaparecer en la leche de 
transición y leche madura. Ello se evidencia 
en la Fig. 2, correspondiente a una electrofo- 
resis llevada a cabo en forma tal que se ob- 
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serven con mayor claridad a las proteínas de 
masas moleculares entre 20 y 200 kDa (días 
7 a 36 post-nacimiento. No se muestran las 
fotografías de los días correspondientes al 
precalostro y calostro). La disminución por 
debajo del límite de detección de algunas 
bandas menores y su posterior reaparición 
abre un campo muy interesante que surge a 
partir de este seguimiento, y sobre lo cual no 
hemos encontrado bibliografía al respecto. 

En perisodáctilos, la transmisión de in- 
munidad pasiva, es decir de las inmunoglo- 
bulinas ocurre solamente después del naci- 
miento a través del calostro (Langer, 2009). 
Como era previsible, ellas disminuyen rápi- 
damente en los primeros días. Este hecho es 
más notorio en los ungulados donde se pue- 
den observar las mayores diferencias en 
cuanto a concentración relativa de proteínas 
en calostro y leche madura (Berthon y Sal- 
mon, 1993; Reguilón et al., 1996; Fernández 
et al., 1999, Farrell et al., 2004) 


CONCLUSIONES 


El calostro y leche madura de Tapirus te- 
rrestris presentan diferencias en la composi- 
ción de las proteínas atribuibles a la función 
que cumplen en estas secreciones. Indepen- 
dientemente de las inmunoglobulinas, no 
todas las proteínas siguen la misma cinética 
de expresión. A pesar del hecho que la canti- 
dad de bandas electroforéticas observables 
depende de la metodología empleada en su 
detección, factor que está en franco incre- 
mento en los últimos años (Conti et al., 
2007), podemos afirmar que en condiciones 
de uso de metodologías similares, el calostro 
de tapir posee mayor número de proteínas 
que el calostro de otras especies conocidas 
sobre las cuales tenemos información a tra- 
vés de la bibliografía y de las experiencias 
realizadas en nuestro laboratorio. 
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